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RESUMO

A maior parte dos estoques de peixes marinhos esta completamente sobreexplotada ou
alcancou o maximo permitido para a peca. A identificacdo precisa das espécies € o
primeiro passo para prevenir o comeércio ilegal e a sobreexplotacdo. O DNA barcode é
uma abordagem molecular que vem se mostrando eficiente para identificar espécies e
pode servir como uma base de referéncia para prevenir fraudes e a captura ilegal de
espécies de peixes. Desse modo, o nosso objetivo geral foi gerar sequéncias de DNA
barcode afim de caracterizar a ictiofauna marinha do Nordeste Brasileiro, Provincia
Tropical Brasileira, para avaliar se ha ocorréncia de diversidade criptica e servir de
referéncia para prevenir fraudes e o comércio ilegal. O fragmento do gene citocromo ¢
oxidase subunidade I, COI, foi amplificado e analisado de acordo com o protocolo do
DNA barcode para 79 espécies, 64 géneros, 36 familias e 13 ordens de peixes. Setenta
e oito espécies apresentaram distancia intraespecifica menores que 2%, e distancias
interespecificas maiores que 2% (4.7-39.9%), sugerindo que o COI foi capaz de
discriminar corretamente espécies da ictiofauna marinha do Nordeste Brasileiro,
Provincia Tropical Brasileira. Esses resultados reforcam que a identificacdo morfologica
foi concordante com a identificagdo molecular, exceto pela espécie Eucinostomus gula
que apresentou divergéncia de 13.8%. A Inferéncia Bayesiana sugeriu a necessidade
de uma revisao sistematica para o género Eucinostomus com taxonomia instavel. Entre
as espécies coletadas, uma é vulneravel (Lutjanus cyanopterus) e trés sdo quase
ameacadas (Albula vulpes, Rhinobatos percellens e Scarus guacamaia) e todas elas
sdo geralmente coletadas por apetrechos utilizados pelos pescadores locais. A correta
identificacdo de espécies da ictiofauna marinha na Provincia Tropical Brasileira é
necessaria para que um manejo sustentdvel dos recursos pesqueiros e sua
conservacgao sejam possiveis.

Palavras-chave: Peixes marinhos. Biodiversidade. Pesca. Citocromo c¢ oxidase
subunidade I.



ABSTRACT

Most of the world's marine fish stocks are "fully exploited” or reached the maximum
permissible. A precise identification of species is the first step to prevent illegal trade and
overexploitation. DNA barcode is a molecular approach used to identify species and can
be useful as a reference to prevent fraud and illegal trade. Our main goal was to
generate DNA barcode sequences to characterize the marine fish fauna in Northeastern
Brazil, Tropical Brazilian Province to assess whether cryptic diversity occur as well as to
serve as a reference to prevent fraud and illegal trade. A fragment of cytochrome c
oxidase subunit 1 gene, COI, was amplified and analyzed according to DNA barcode
protocol to 79 species, 64 genera, 36 families and 13 orders of fish. Seventy-eight
species had intraspecific distances fewer than 2%, and interspecific distances greater
than 2% (4.7-39.9%) suggesting that COI was able to correctly discriminate species of
marine fish of Northeastern Brazil, Tropical Brazilian Province. These results reinforce
that the morphological identification agree with molecular ones exception to
Eucinostomus gula that showed genetic divergence of 13.8%. Bayesian inference
suggested the need for a systematic review on Encinostomus genus with unstable
taxonomy. Among the species collected, one is vulnerable (Lutjanus cyanopterus) and
three are near threatened (Albula vulpes, Rhinobatos percellens and Scarus
guacamaia) and all of them are generally catch by local fishermen. The correct
identification of marine fish species in Tropical Brazilian Province would certainly help in

their conservation and contribute to sustainable management of their fishery resources.

Keywords: Marine fish. Biodiversity. Fishing. Cytochrome c oxidase subunit I.
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Figura 1. Distribution of 18 collecting points for marine fish along the coast of the
Alagoas State, Northeastern Brazil, Tropical Brazilian Province. Insert map shows
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Figura 2. Neighbour-Joining dendrogram of 79 species of marine fish collected in
Northeastern Brazil, Tropical Brazilian Province, obtained using DNA barcode
sequences and Kimura-2-parameters evolutionary model. Numbers in parenthesis
represent the number of specimens included of each
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Figura 3. Phylogram obtained by Bayesian Inference. Two individuals of Eucinostomus
argenteus, and two of E. gula were collected in the Alagoas State and are highlighted
with red circles. Black circles indicates nodes with posterior probability greater than 0.90.
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1 APRESENTACAO

A classificac@o dos seres vivos teve sua origem na Grécia Antiga, mas o sistema
binominal utilizado atualmente foi proposto por Linnaeus em 1758 (GODFRAY, 2002).
Regras especificas foram criadas para reconhecer, nomear e classificar espécies no
intuito de evitar descricdes redundantes e o uso do mesmo nome para diferentes
espécies (GUERRA-GARCIA et al., 2008). A crise enfrentada pela taxonomia tradicional
devido a falta de prestigio e recursos (GODFRAY, 2002) e a perda da biodiversidade
em passos alarmantes reforcaram a necessidade do desenvolvimento de um método
rapido para a catalogacao da diversidade (HEBERT et al., 2003). Desse modo, 0 DNA
barcode € uma abordagem molecular que vem auxiliando os métodos de taxonomia
tradicional (HEBERT et al., 2003). Este método utiliza o principio de que um pequeno
trecho do genoma de um organismo, especifico para cada espécie, apresenta uma
variacdo suficiente para separar as espécies que habitam o planeta atualmente
(POWERS, 2004).

A identificacdo morfolégica de grupos megadiversos, como € 0 caso dos peixes,
com mais de 33.000 espécies atuais (ESCHMEYER et al., 2015), pode ser uma tarefa
dificil, ainda mais quando consideramos as modificacbes morfolégicas que estes
animais sofrem durante seu desenvolvimento e a constante presenca de dimorfismo
sexual (HUBERT et al., 2008). A diversidade deste grupo taxonémico geralmente é
subestimada (KNOWLTON, 2000), porgue a diversidade criptica (tAxons que nao
podem ser distinguidos morfologicamente apesar de apresentarem historias evolutivas
distintas) é disfarcada em uma aparente homogeneidade morfologica (VICTOR, 2014).
Os ecossistemas costeiros tropicais sao bastante diversificados, porém estes ambientes
apresentam baixa abundancia especifica (BATISTA et al., 2014). A pesca nessas
regides inclui uma grande porcentagem de espécies e consequentemente, 0s impactos
da atividade pesqueira artesanal nos trépicos pode ser uma realidade, ainda mais
quando leva em consideracédo a grande concentracdo de comunidades pesqueiras nos

litorais (BATISTA et al., 2014). A identificacdo acurada das espécies € um ponto critico



para a construcao de planos de manejo da pesca e sua conservacao (FAO, 1997). Um
sistema que discrimine espécies de forma pouco ambigua, assim como o DNA barcode,
pode auxiliar no reconhecimento de limites taxonémicos e assim determinar as
entidades de manejo (MOURA, 2008) e facilitar pesquisas de biodiversidade, tarefa

crucial na priorizacao de esfor¢os de conservacéo (TAYLOR e HARRYS, 2012).

Na presente dissertacdo, discute-se a respeito da identificagdo molecular (DNA
barcode) da ictiofauna marinha do Nordeste Brasileiro, bem como a eficiéncia desta
metodologia. Assim, a dissertacdo se inicia com uma revisdo de literatura, onde
apresentamos bases conceituais sobre taxonomia tradicional, identificacdo molecular
de espécies incluindo o método de DNA barcode, diversidade de peixes e atividade
pesqueira e 0 manejo da pesca. A segunda parte da dissertagdo consiste no
manuscrito intitulado: “Estimating the richness of marine fishes on Northeastern Brazil,
Tropical Brazilian Province: A baseline for conservation”. O objetivo geral foi utilizar o
DNA barcode para caracterizar a ictiofauna marinha no Nordeste Brasileiro situado na
Provincia Tropical Brasileira e verificar se estas morfoespécies apresentam diversidade
criptica subestimada.

Assim, esta dissertacdo fornece informacdes de extrema importancia para o
Nordeste Brasileiro que poderdo embasar futuros estudos no ambito da conservacgao e

genética forense.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia utilizando dados morfoldgicos

A taxonomia, ciéncia que se dedica a descobrir, descrever, nomear e identificar
espécies e outros taxons (GUERRA-GARCIA et al., 2008; PIRES e MARINONI, 2010),
teve sua origem na Grécia antiga (com a primeira classificacdo basica de Aristoteles),
porém o sistema binominal utilizado atualmente foi proposto por Linnaeus em 1758
(GODFRAY, 2002). Regras utilizadas para classificar os seres vivos foram introduzidas
no século XIX e sdo constantemente monitoradas por comissdes internacionais de
cientistas (TAUTZ et al., 2003), de acordo com os cdédigos internacionais de
nomenclatura. Porém, essa classificagcdo ndo constitui apenas a atribuicdo de regras de
nomenclatura, mas sim a elaboracdo de uma hipétese, onde um determinado conjunto
de caracteres é utilizado para delimitar uma entidade (espécie) com caracteristicas
bioldgicas proprias e historias evolutivas independentes de outras entidades biolégicas
similares (HENRIQUES, 2010). Assim, informacdes sobre a taxonomia e diversidade
dos organismos sdo resumidas em catalogos, necessarios para evitar descricdes
equivocadas ou ambiguidade na nomenclatura utilizada em estudos biolégicos ou de
conservacgdo (LOBL, 2014).

A crise taxondmica, em destaque nos ultimos anos é marcada pela falta de
popularidade (desinteresse pela formacdo taxondmica) e de incentivos financeiros
(PIRES e MARINONI, 2010). A taxonomia esti4 sofrendo uma grande escassez de
recursos (GUERRA-GARCIA, 2008), sendo que o financiamento para a taxonomia n&o
é suficiente, e muitas vezes, é desviado para estudos filogenéticos (WHEELER, 2004,
GUERRA-GARCIA, 2008).

Historicamente, dados morfolégicos foram utilizados para a taxonomia, porém a
identificacdo de espécies com base apenas na morfologia pode apresentar algumas
limitacOes: plasticidade fenotipica pode dificultar a delimitacdo de espécies; espécies
cripticas ndo podem ser detectadas; chaves de identificacdo ndo contemplam todos os
estagios de vida das espécies, e muitas delas precisam ser utilizadas por taxonomistas
especialistas, entre outros (HEBERT et al.,, 2003a; KRISHNAMURTHY & FRANCIS,



2012). Em grupos megadiversos, com grande variagdo ontogenética durante seu
desenvolvimento e dimorfismo sexual, como o0s peixes, a identificagdo apenas
morfolégica € um trabalho muito arduo (HUBERT et al., 2008), entretanto, a utilizacao
de uma abordagem molecular nos ultimos anos vem auxiliando na taxonomia deste
grupo (LIMA et al., 2005; CABALLERO et al., 2012; VICTOR, 2014).

2.2 Taxonomia utilizando dados moleculares: a abordagem do DNA barcode

Herbert e colaboradores (2003a) propuseram o protocolo do DNA barcode para
catalogar a biodiversidade mundial. Este novo sistema foi desenvolvido para fornecer
um meétodo de delimitacdo de espécies rapido e acurado através da utilizacdo de
pequenos fragmentos de genes padronizados que serviriam como um cdodigo de barras
especifico para cada espécie. O conceito de DNA barcoding tornou-se uma dos mais
importantes e significativos métodos da ultima década, ganhando popularidade em todo
o mundo (TRIVEDI et al., 2015). Este sistema baseia-se na informacao contida em um
fragmento de aproximadamente 650 pares de bases do gene mitocondrial citocromo ¢
oxidase subunidade | (COIl), inicialmente proposto como DNA barcode para espécies
animais (HEBERT et al., 2003a). Assim como outros genes codificadores de proteinas,
sua terceira posicdo de nucleotideos mostra uma alta incidéncia de substituices de
bases, levando a uma taxa de evolu¢cao molecular que € cerca de trés vezes maior do
gue a dos genes mitocondriais estruturais tais como 0s genes ribossomais 12S e 16S
(KNOWLTON e WEIGT, 1998). A diversidade de nucleotideos do DNA barcode mostra-
se informativa a nivel interespecifico (como por exemplo, para discriminacdo de
espécies filogeneticamente proximas) (HERBERT et al, 2003a), mas também
intraespecifico (abordagens filogeograficas, por exemplo) (COX e HERBERT, 2001).

Para garantir um carater de sistema global e unificado de identificacdo dos
organismos, espécimes testemunhos devem ser obrigatoriamente mantidos em
colegcbes, pois fornecem documentagcdo permanente para investigacdo da
biodiversidade (ALI et al., 2014). Além disso, a padronizacdo do DNA barcode deve

incluir além das variaveis técnicas (mesmo fragmento de DNA), os mesmos



métodos de andlise (HEBERT et al., 2003 a,b; RIBEIRO et al., 2012). Desse modo,
para a analise de dados do barcode o algoritmo de Neighbour-Joining € utilizado
para representar graficamente as distancias genéticas totais entre os individuos ou
entre os grupos utilizando o modelo de substituicdo de nucleotideos Kimura-2-
Parametros (K2P) (HEBERT et al.,, 2003a; CASIRAGHI, 2010). Este modelo
evolutivo distingue dois tipos de substituicdes: transicdes (quando uma purina é
substituida por outra purina [A <-> G], ou uma pirimidina € substituida por outra
pirimidina [T <-> C]J); e transversdes (quando uma purina & substituida por uma
pirimidina, ou vice-versa [A ou G <-> T ou C]) e assume taxas de substituicdo
diferentes entre estes dois tipos de substitui¢cdes, isto é, para cada transicdo ha
duas vezes mais transversfes (KIMURA, 1980).

Estudos utilizando o sistema barcode tém utilizado uma divergéncia de 2%
como um valor limiar de corte (threshold) para a delimitacdo de espécies (HUBERT
et al.,, 2008; ROSSO et al.,, 2012; PEREIRA et al., 2013). Este valor de corte é
baseado na informacdo de aproximadamente 226.833 espécies que ja foram
analisadas quanto sua divergéncia intraespecifica e que se encontram disponiveis
no Barcode of Life Data System (BOLD, www.boldsystems.org). Uma
dissimilaridade genética menor que 2% entre duas sequéncias seria indicativo que
estes taxons pertencem a mesma espécie. Em contraste, quando uma divergéncia
for maior que 2%, as chances de pertencerem a mesma espécie caem a 1%
(WARD, 2009). O barcoding gap € a existéncia de uma média de distancia genética
interespecifica que seja pelo menos 10x maior que a distancia genética
intraespecifica (HEBERT et al.,, 2004). Se detectada, essa diferenca pode
comprovar que a identificacdo de espécies através do DNA barcode é confiavel
(HEBERT et al., 2003a; HEBERT et al., 2004)

A partir de 2004, bancos de dados de sequéncias de DNA barcode tais como
Consortium for the Barcode of Life (CBOL, http://www.barcodeoflife.org/), Barcode
of Life Data System (BOLD, http://www.boldsystems.org/) foram desenvolvidas.
Ademais, bancos de dados de sequéncias de DNA barcode para grupos
especificos, como o Fish Barcode of Life (FishBOL, http://www.fishbol.org) e o

Shark Barcode of Life (SHARK-BOL, http://www.sharkbol.org) ou para paises



especificos tais como Canadian Barcode of Life Network (BOLNET.ca) e o Brazilian
Barcode of Life (BrBOL) foram também desenvolvidas. Ainda, houve a formacao de
grupos de pesquisa tematicos, como de saude humana (HealthBOL) e de
biodiversidade polar (PolarBOL) (TRIVEDI et al.,, 2015). A existéncia destas
bibliotecas gendmicas de sequéncias de DNA barcode produzidas a partir de
espécimes previamente identificados permite a verificacdo especifica de outros
individuos a partir de qualquer tecido vivo ou conservado, de forma rapida e
precisa, aumentando assim a nossa capacidade de inventariar a diversidade de
organismos na natureza (VAN DER BERG, 2005).

Uma descoberta valiosa desta nova abordagem é sua capacidade de detectar
diversidade criptica (RUBINOFF et al.,, 2006; KRISHNAMURTHY e FRANCIS, 2012;
VICTOR, 2014; TRIVEDI et al., 2015). Divergéncias genéticas maiores que 2% entre
espécimes pertencentes a mesma espécie geralmente indicam a existéncia de espécies
cripticas (tAxons que ndo podem ser distinguidos morfologicamente apesar de
apresentarem historias evolutivas distintas) (KERR et al., 2007; RIBEIRO et al., 2012).
Estudos realizados com DNA barcode j& revelaram a existéncia de varias espécies
cripticas em crustaceos (BARBER e BOYCE, 2006), peixes (GRIFFITHS et al., 2010;
BALDWIN et al., 2011; LANDI et al., 2014; VICTOR, 2014), salamandras (BAEK et al.,
2011) e aves (KERR et al., 2007). Assim, o uso do DNA barcode pode ser apontado
como o primeiro passo para a descoberta de novas espécies, ja que aponta a presenca
de espécies cripticas que quando submetidas a estudos filogenéticos, podem revelar
novas espécies (COSTION et al. 2011; KRESS et al., 2015).

Em estudos com peixes, o DNA barcode pode ser utilizado na identificacdo
acurada das espécies, um ponto critico para a construcao de planos de conservacéo e
pesca (FAO, 1997). Pela forma como sédo processados, estes animais podem perder
caracteres morfologicos diagndsticos. Isso favorece o comércio ilegal de espécies, pois
0s peixes podem ser vendidos sob o nome de uma espécie similar cuja pesca € legal
(WONG e HANNER, 2008). Filés de peixe s&o classificados erroneamente para fins
comerciais ou para disfarcar captura ilegal (CARVALHO et al., 2011b), mas informacdes
dadas aos consumidores precisam ser claras e acuradas para que estes possam
escolher o alimento ideal e pagar um preco justo (WOOLFE e PRIMROSE, 2004).



Assim, este método também é til na deteccdo de fraudes alimentares, ja que pode
elucidar casos em que varias espécies sdo comercializadas com o nome de uma Unica
espécie (PRIMROSE et al., 2010; CARVALHO et al., 2011b; HANNER et al., 2011).
Para a conservacédo, o DNA barcode pode ajudar na identificacdo, monitoramento e
controle de captura de espécies ilegais ou ameacgadas de extincdo (WARD et al.,
2008b; VARGAS et al., 2009; ALFONSI et al., 2013).

Vérias criticas foram feitas a utilizacdo do DNA barcode, e algumas limitacdes
deste método tém sido apontadas. Por exemplo, a caracterizacdo imprecisa do que
constitui uma espécie causada por padrdes localizados ou inesperados de variacdo de
nucleotideos; o nado fornecimento de informacbGes evolutivas sobre taxons, dando
apenas um “sim” ou “ndo” sobre a identificagdo das espécies, por se basear em
similaridade total (MORITZ e CICERO, 2004; RUBINOFF, 2006; KRISHNAMURTHY e
FRANCIS, 2012). Ainda, a subestimacdo do numero de espécies devido a um intenso
compartilhamento de haplétipos do DNA mitocondrial (WHITWORTH et al., 2007);
superestimacdo do numero de espécies pela formacdo de grupos sem significado
biol6gico (BROWER, 2006). Além disso, os limites entre espécies podem tornar-se
confusos sob o ponto de vista apenas do DNA mitocondrial, devido a sua heranca
matrilineal, a paralogia resultante da transferéncia de genes mitocondriais para o nucleo
e a introgressao apos eventos de hibridizacdo (STOECKLE, 2003; MORITZ e CICERO,
2004; RUBINOFF, 2006).

A abordagem do DNA barcode utilizando o COI parece ndo ser eficaz para
alguns grupos taxondémicos, e por isso, a utilizacdo de outros genes tem sido utilizados.
Como ferramenta para identificacdo de gramineas marinhas e fitoplancton, os genes
rbcL, matK ITS1, ITS2 vem sendo testados (UCHIMURA et al., 2008; LUCAS et al.,
2012; BHATTACHARJEE et al., 2013). Para algas marinhas, além do COI, os genes
16S rRNA e 23S rRNA e o amplicon de plastideo universal (UPA) ja se mostraram
eficazes na discriminacdo das espécies deste grupo (CLARKSTON e SAUNDERS,
2010; AHMAD et al., 2013; XIAOBO et al., 2013). Nematdédeos puderam ser
corretamente discriminados pela utilizacdo do gene ribossomal 18S (BHADURYL et al.,
2006). Para anfibios, a amplificacdo do gene mitocondrial ribossomal 16S mostrou



maior eficiéncia do que o COI, pois enquanto o 16S rRNA apresenta um sucesso de
amplificacdo de 100%, o COI apresenta taxas de sucesso de 50-70% (VENCES et al.,
2005). Taxas de evolucdo de sequéncias de DNA mitocondrial em outros eucariontes,
como fungos e plantas, sdo mais lentas (KRESS e ERICKSON, 2012). Os genes
ribossomais nucleares ITS e LSU D1/D2 tem sido mais amplamente utilizados para a
identificacdo de fungos dos mais diversos ambientes (KRESS e ERICKSON, 2012). Em
plantas, outras regides do genoma plastidial, como rbcL, matK, e ainda trnH-psbA foram
estabelecidas como regides mais promissoras para serem utilizadas como o DNA
barcode (NEWMASTER et al., 2006; KRESS et al., 2009; KRESS e ERICKSON, 2012).

Apesar do COI néo ser eficiente para os grupos supracitados, o0 método de DNA
barcode como originalmente descrito, por outro lado, tem se mostrado eficiente para
discriminar espécies de diversos grupos taxonémicos, contribuindo desse modo para as
pesquisas de taxonomia e biodiversidade. Este sistema ja foi eficiente em revelar
grande diversidade de microorganismos dinoflagelados marinhos (STERN et al., 2010).
Para zooplanctons marinhos, um estudo realizado com quatro genes (COI, 12S, 28S e
0 nuclear ITS) demonstrou que todos foram eficazes na discriminagdo do grupo, mas
apenas o COI concordou com os grupos definidos morfologicamente (MACHIDA et al.,
2010). Invertebrados, tais como equinodermas (WARD et al., 2008a), esponjas
(VARGAS et al.,, 2012), aranhas (PRENDINI, 2005), camarbes (BARBER e BOYCE,
2006), mosquitos (KUMAR et al., 2007), borboletas (DINCA et al., 2011) e libélulas
(KARTHIKA et al., 2012), foram analisados quanto ao COIl e ao método e estes foram
informativos e eficazes. A discriminacdo de espécies de ascidias e a descoberta de
uma nova espécie neste grupo puderam ser realizadas pela utilizacdo do COI (HIROSE
e HIROSE, 2009; SMITH et al.,, 2012). Estudos realizados com répteis marinhos
demonstraram que, além da correta discriminacdo de espécies, o COlI como DNA
barcode € util para pesquisas de biodiversidade, genética forense e de conservagao
(NARO-MACIEL et al., 2010; NAGY et al., 2012). Também para aves este sistema tem
se mostrado eficaz, ja tendo sido disponibilizadas sequéncias barcode para 40.326
espécimes, de acordo com o BOLD. Em relacdo a mamiferos, esfor¢cos para construir
bibliotecas gendmicas resultaram em mais de 67 mil sequéncias de COI disponiveis no
BOLD.
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Para a biodiversidade marinha, o DNA barcode tem recebido muita atencdo. O
COl e sua analise analitica podem efetivamente associar estagios larvais de espécies
de diversos grupos marinhos, possibilitando resolver o ciclo de vida de varias espécies,
0 que em muitos casos € impossivel com a utilizacdo de taxonomia tradicional
(MOLNAR et al., 2008). Para peixes, o DNA barcode é util na identificacdo de larvas,
ovos, barbatanas e filés de pescados (TRIVEDI et al., 2015), j& havendo sequéncias
barcode disponiveis para 14.541 espécies de peixes no BOLD, o que representa quase
50% das mais de 33.000 espécies de peixes conhecidas atualmente (ESCHMEYER,
2015). E a identificagdo acurada de espécies € o0 primeiro passo para o
desenvolvimento de um manejo sustentdvel da pesca e para a autenticacdo de
produtos alimentares (TRIVEDI et al., 2015).

Muitos estudos corroboram a efetividade do barcode para discriminar espécies,
tanto em ambiente de 4gua doce como marinho (tanto no oceano Atlantico, quanto no
indico e Pacifico, Tabela 1). A Provincia Tropical Brasileira se estende desde a foz do
rio Amazonas ao sul do Estado de Santa Catarina, no Brasil e € delimitada com base na
distribuicdo e endemismo de espécies de peixes (BRIGGS e BOWEN, 2012). No Brasil,
a abordagem do DNA barcode foi somente testada em ambiente marinho no Estado de
Séo Paulo (RIBEIRO et al., 2012), o qual péde contemplar 135 espécies. Considerando
as 79 espécies que puderam ser analisadas neste trabalho, 45 delas também estéo
presentes no trabalho realizado no sudeste do Brasil (RIBEIRO et al., 2012), sendo que

57% dessas espécies ainda ndo foram estudadas na costa brasileira.
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Tabela 1. Exemplos de estudos com peixes utilizando a abordagem do DNA barcode

Ambiente Localidade Espécies Eficacia na | Amplitude Referéncia

inclusas discriminagéo geogréfica
Agua doce México 31 79,2% 510 km MEJIA et al., 2012
Agua doce | Australia 190 95% HUBERT et al., 2008
Marinho Filipinas 23 100% 25 km AQUILINO et al., 2011
Marinho Argentina 125 95,2% 2.077 km MABRAGANA et al., 2011
Marinho China 95 89,5% 1.428 km WANG et al., 2012
Marinho Canada 391 98% 202.000 km STEINKE et al., 2009
Marinho Austrdlia 207 100% 25.760 km WARD et al.,2005
Agua doce Brasil 58 100% 90 km PEREIRA et al., 2011
Agua doce Brasil 252 99,2% 1.070 km PEREIRA et al., 2013
Agua doce Brasil 97 96% 3.941 km CARVALHO et al., 2011a
Marinho Brasil 135 97% 400 km RIBEIRO et al., 2012

Fonte: Matias, 2015

Mesmo podendo nédo ser capaz de identificar toda a diversidade global (como
nenhum outro método é), o DNA barcode é pouco ambiguo, sendo assim eficiente na
correta discriminacdo de espécies. Para peixes, um grupo tdo diverso e com grande
modificacdo morfolégica durante seu desenvolvimento (HUBERT et al.,, 2008), esta
abordagem tem sido util na deteccdo de espécies cripticas (KRISHNAMURTHY e
FRANCIS, 2012; VICTOR, 2014) e prevencéao de fraudes comerciais, contribuindo para
a construcao de politicas publicas (CARVALHO et al., 2011b), e, a medida que mais
sequéncias sdo adicionadas aos bancos de dados de sequéncias barcode, a realizagcao
de estudos em diversos ambitos, tais como evolugdo e conservacdo, se tornardo mais

comuns.

2.3 Diversidade de peixes

Peixes representam 50% da diversidade atual de vertebrados (MIRANDA, 2012).
Ja foram feitas descricbes de aproximadamente 27.977 espécies de peixes

comparadas a 26.734 tetrapodes (NELSON, 2006). Numeros mais atuais estimam
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aproximadamente 33.433 espécies marinhas e de agua doce (ESCHMEYER, 2015).
Estes animais vivem em praticamente todos os ambientes aquaticos, podendo
sobreviver em ambientes de baixa ou alta profundidade, em lagos com alto nivel de
radiacdo, em areas subterraneas, ambientes com escassez de agua e de temperaturas
extremas (lagos com temperatura acima de 42°C ou em camadas de gelo com menos
de -2°C). Além disso, podem habitar uma grande faixa de salinidade, oxigenacéo e
disponibilidade de alimento (LOWE-MCCONNEL, 1999; NELSON, 2006; GONZALEZ-
ORTEGON et al., 2015).

A gama de informacdes que se conhece a respeito deste grupo é vasta e inclui
diversos ramos da biologia. Devido a sua grande diversidade morfolégica, quanto ao
tamanho e forma do corpo, padrées de coloracdo, formato de escamas e nadadeiras
somadas a grande diversidade de representantes, sua classificacdo pode se tornar
dificil (NELSON, 2006; TAYLOR e HARRYS, 2012). Durante a histéria da ictiologia
numerosas classificagdes foram propostas (NELSON, 2006), e varios guias e chaves de
identificacdo foram elaborados para os diferentes grupos de peixes (MENEZES e
FIGUEIREDO, 1985; CERVIGON, 1993; CARPENTER, 2002 a, b, entre outros), no
intuito de facilitar as identificagdes. Ainda, duas iniciativas internacionais vem facilitando
o compartilhamento de informacdes sobre os peixes, o Catalog of Fishes
(ESCHMEYER, 2015), com origem na década de 1980, que inclui informacdes sobre a
taxonomia de peixes e outros dados (como evolutivos e ecolégicos) e o FishBase
(http://www.fishbase.org), um banco de dados que inclui informacfes sobre peixes em
todas as areas da biologia (ESCHMEYER et al., 2010; FROESE e PAULY, 2014).

Abordagens moleculares podem ser utilizadas para acelerar a catalogacédo da
biodiversidade, servir de base para revisées acerca do status taxondmico das espécies,
e ainda, revelar fraudes alimentares (KNOWLTON, 2000). Adicionalmente, muitos
taxons tém sido descritos e validados a partir da utilizacdo de dados moleculares (LIMA
et al., 2005; RANDALL et al., 2007; CABALLERO et al., 2012; JACOBINA et al., 2013;
VICTOR, 2014). Por exemplo, foi detectada diversidade criptica em uma espécie de
gobideo filtrador utilizando aloenzimas e citocromo b, e em uma espécie de raia
criticamente ameacada pela utilizacdo de microssatélites e da regiao controle (LIMA et
al., 2005; GRIFFITHS et al., 2010). A filogenia molecular de garoupas da subfamilia
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Epinephelinae (Serranidae) foi reconstruida utilizando os genes nucleares Tmo-4C4 e
Histona H3 e os genes mitocondriais 16S e 12S e os resultados ndo sustentaram o
monofiletismo de Serranidae (CRAIG e HASTINGS, 2007) desafiando assim a
taxonomia do grupo. Além disso, através da filogenia molecular, foi possivel elucidar as
relagbes taxondmicas entre membros da familia Chaetodontidae, utilizando os
fragmentos mitocondriais subunidade ribossomal (rrnS) e citocromo b, e evidenciando
quais destes agrupamentos ja propostos constituem grupos monofiléticos
(LITTLEWOOD et al., 2004), entre outros.

Os ecossistemas costeiros tropicais apresentam comunidades de peixes
megadiversas caracterizadas por baixa abundancia, alto endemismo e elevados niveis
de especializacdo (BATISTA et al.,, 2014), se comparados a ambientes temperados.
Ainda falta muito para termos inventéarios suficientes de muitas espécies marinhas, e 0s
censos sdo especialmente deficientes para os sistemas tropicais (MORA et al., 2008). A
Regido Tropical Atlantica Ocidental apresenta quatro provincias: Carolina, Caribenha,
Brasileira e Argentina (BRIGGS e BOWEN, 2012). Dentre estas, a Provincia Caribenha
€ considerada o maior hotspot de espécies, com 33% de espécies de peixes recifais
endémicas (FLOETER et al., 2008). A Provincia Tropical Brasileira, apesar de ndo ser
um hotspot, apresenta baixa abundancia e alta endemicidade de peixes quando
comparada com as outras provincias tropicais, tornando-a extremamente vulneravel
(BATISTA et al., 2014). Somado a isso, as areas costeiras brasileiras passaram por um
forte processo de urbanizacdo apds a expanséao industrial em meados da década de
1950. Assim, grandes areas costeiras tém mostrado sinais do impacto e da degradacéo,
especialmente devido ao acumulo de residuos domésticos e industriais, ao turismo e a
pesca (DIEGUES, 1999; ILARRI et al., 2008; BATISTA et al., 2014).

2.4 Atividade Pesqueira e 0 manejo da pesca

O aumento do comeércio global de peixes tem gerado mais renda do que nunca,
estima-se que a producao pesqueira mundial tenha atingido um novo recorde em 2013,
com 160 milhdes de toneladas (FAO, 2014). Aproximadamente 52% dos recursos

pesqueiros marinhos do mundo estdo totalmente explotados, ou atingiram o maximo
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admissivel para a pesca, enquanto que outros 28% dos estoques sdo sobrepescados,
esgotados ou em via de recuperacdo (FAO, 2007). Tal fato € extremamente
preocupante quando consideramos que durante as Ultimas trés décadas o numero de
pescadores e de piscicultores progrediu mais rapidamente que a populacdo mundial
(FAO, 2007). Somado a isso, nas Ultimas décadas, a captura de espécies que ndo sédo
alvo da pesca, conhecidas como fauna acompanhante se tornou uma questéo
importante na gestédo e conservacao da pesca global, com especial preocupacéo para a
captura de espécies vulneraveis, a exemplo de espécies de tubarbes (FERNANDEZ-

CARVALHO, 2015).

A pesca excessiva é um fendbmeno global que pode levar os estoques a niveis
preocupantes (FAO, 2009). Com a crescente demanda e captura dos recursos
pesqueiros, sua comercializagdo tem sido alvo de medidas que buscam regulamentar,
fiscalizar e identificar corretamente as espécies de peixes de interesse comercial
(WOOLFE e PRIMROSE, 2004). A regulamentacdo é necessdaria para controlar a
exploracdo de peixes e prevenir a diminuicdo dos estoques (PAULY et al., 2002). A
caracterizacdo da pesca comercial € etapa preliminar para viabilizar uma gestéo factivel
e sustentavel dos recursos pesqueiros (SOUZA, 2012). Pela forma como 0s peixes sao
processados, acabam perdendo caracteres morfoldgicos diagnosticos, o que dificulta
sua identificacdo, geralmente baseada em caracteres morfolégicos. Desse modo o
comércio ilegal de espécies é favorecido, jA que podem ser vendidas com o nome de
uma espécie similar que ndo esteja na mesma categoria de restricdo de coleta (WONG
e HANNER, 2008). Portanto, a identificacdo acurada das espécies é um ponto
extremamente critico para a construcdo de planos de conservacdo e pesca (FAO,
1997).

A pesca artesanal implica um grau de simplicidade ou tradicdo nos métodos de
pesca escolhidos (por exemplo, armadilhas, venenos, arpdes, iscas, linhas e redes de
mao) (BATISTA et al., 2014). Esta pratica de pesca é reconhecida em todo o mundo,
sendo especialmente importante na regido costeira tropical devido a alta densidade
populacional nestas areas e a dependéncia destes recursos naturais como forma de

renda e alimentagéo para muitas comunidades (ALLISON e ELLIS, 2001). Na costa do
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Nordeste Brasileiro, Provincia Tropical Brasileira (BRIGGS e BOWEN, 2012), a pesca é
essencialmente artesanal, j& tendo representado 28,8% da produgdo nacional
(CASTELLO, 2010). Como a pesca representa um papel cultural muito forte nessas
comunidades costeiras, a populacdo a torna parte de sua identidade cultural, isso
dificulta a sua gestdo, uma vez que politicas e mecanismos de controle para esta
gestdo precisam ser sensiveis aos fatores locais (BATISTA et al., 2014).
Adicionalmente, avaliar os impactos desta pesca € extremamente dificil pela alta
diversidade de estratégias de exploracdo (multi-arte), baixa taxa de descarte, gerando

explotacdo de uma alta gama de espécies de baixa abundancia (BATISTA et al., 2014).

O projeto Subsidios para o desenvolvimento de indicadores do estado de pesca
artesanal (SINPESCA) com atuacdo no Estado de Alagoas, Nordeste Brasileiro, foi
desenvolvido visando, entre outras coisas, compreender e modelar a disponibilidade de
recursos pesqueiros, viabilizando a regularidade do fornecimento do pescado. Para
embasar o rastreamento do pescado e a identificacdo de estoques, o emprego da
metodologia do DNA barcode foi sugerida uma vez que das 180 espécies de peixes
marinhos, pertencentes a 67 familias ja catalogadas para esta regido (RANGELY et al.,
2010; TIBURTINO, 2011; GRANDE, 2012; SOUZA, 2012), 123 espécies de 49 familias
representam espécies alvo para pesca ou vem sendo capturadas como fauna
acompanhante (RANGELY et al., 2010; TIBURTINO, 2011; SOUZA, 2012). Desse
modo, o presente estudo utiliza o método do DNA barcode para dimensionar a
diversidade de peixes do Nordeste Brasileiro da Provincia Tropical Brasileira. Os dois
apetrechos utilizados para a coleta de peixes para este estudo foram os mesmos
empregados pelos pescadores locais e assim, a maioria dos peixes caracterizados com
o DNA barcode sédo aqueles capturados pela pesca artesanal. Como o0 método de DNA
barcode tem sido muito eficaz na discriminacdo de espécies de peixes em outras partes
do mundo, espera-se que estes dados aqui gerados possam 1) dimensionar a
diversidade de peixes utilizando dados moleculares (verificar se existe espécies
cripticas por exemplo) 2) servir como referéncia para evitar fraudes e a captura ilegal de
espécies 3) fornecer base que possa auxiliar no manejo sustentavel dos estoques

pesqueiros.
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Abstract

Most of the world's marine fish stocks are "fully exploited” or reached the maximum
permissible. A precise identification of species is the first step to prevent illegal trade and
overexploitation. DNA barcode is a molecular approach used to identify species and can
be useful as a reference to prevent fraud and illegal trade. Our main goal was to
generate DNA barcode sequences to characterize the marine fish fauna in Northeastern
Brazil, Tropical Brazilian Province to assess whether cryptic diversity occur as well as to
serve as a reference to prevent fraud and illegal trade. A fragment of cytochrome c
oxidase subunit 1 gene, COI, was amplified and analyzed according to DNA barcode
protocol to 79 species, 64 genera, 36 families and 13 orders of fish. Seventy-eight

species had intraspecific distances fewer than 2%, and interspecific distances greater
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than 2% (4.7-39.9%) suggesting that COIl was able to correctly discriminate species of
marine fish of Northeastern Brazil, Tropical Brazilian Province. These results reinforce
that the morphological identification agree with molecular ones exception to
Eucinostomus gula that showed genetic divergence of 13.8%. Bayesian inference
suggested the need for a systematic review on Encinostomus genus with unstable
taxonomy. Among the species collected, one is vulnerable (Lutjanus cyanopterus) and
three are near threatened (Albula vulpes, Rhinobatos percellens and Scarus
guacamaia) and all of them are generally catch by local fishermen. The correct
identification of marine fish species in Tropical Brazilian Province would certainly help in

their conservation and contribute to sustainable management of their fishery resources.

Keywords: fish, biodiversity, cytochrome c oxidase subunit I, COI, cryptic diversity.

Running Title: DNA barcode of marine fishes from Northeastern Brazil.
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Introduction

The increase of global trade of fishes has reached a new production record in
2013 with 160 million tons (FAO, 2014). Nevertheless, approximately 52% of the world's
marine fish stocks are "fully exploited”, or reached the maximum permissible, while
another 28% of stocks are "overfished", depleted or recovered. This fact is extremely
worrying when we consider that over the past three decades the number of fishermen
and fish farmers progressed faster than the world population (FAO, 2007). Added to this,
in recent decades, the catch of species that are not targeted by fishing, known as
"bycatch” has become an important issue in the management and conservation of global
fishery, with special concern for the capture of vulnerable species, such as shark
species (Fernandez-Carvalho, 2015).

With the increasing demand and capture of fisheries resources, marketing has
been the subject of legal action to regulate, monitor and correctly identify the species of
fish of commercial interest (Woolfe & Primrose, 2004). Regulation is necessary to
control the exploitation of fish (Pauly et al. 2002). Morphological identification of fish is
complicated when these animals are processed because they lose diagnostic
morphological characters and consequently, illegal trade may occur (Wong & Hanner,
2008). In fact, forensic studies detected that the Caribbean and the Brazilian sharpnose
sharks (Rhizoprionodon lalandii and R. porosus) can easily be misidentified and
replaced (Lima et al. 2000) and Hemiramphus brasiliensis and H. balao
(Hemiramphidae) were commercialized for over 50 years in Northeastern Brazil and
molecular data revealed that this stock represent a single species overexploited (Torres

et al. 2015). A precise identification of a species is the first step to prevent illegal trade
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and overexploitation and the elimination of uncertainties is important for successful
conservation and management practices (Frankham et al. 2004).

DNA barcode (Hebert et al. 2003b) has used the information on 650 bp fragment
of the mitochondrial gene cytochrome c¢ oxidase subunit | (COI) to identify and reveal
new species belonging to different taxonomic groups and has reached popularity
worldwide in the last decade (Hebert et al. 2003a, Kerr et al. 2009, Taylor & Harrys
2012, Trivedi et al. 2015). It can serve as a reference to prevent fraud and illegal trade,
and provides the basis for biodiversity research that aims to understand and measure
biodiversity rates (Carvalho et al. 2011b, Taylor & Harrys 2012, Trivedi et al. 2015). DNA
barcode protocol should include, beyond technical variables (same DNA fragment), the
same analysis methods (similarity-based analysis using Neighbour-Joining and the
Kimura-2-parameters evolutionary model). Researchers have used a divergence of 2%
as the threshold for species delimitation (Hubert et al. 2008, Rosso et al. 2012, Pereira
et al. 2013), but this value should be used only as a starting point to investigate
differences between specimens and its evolutionary history should be taken into
consideration (Pereira et al. 2011, Pereira et al. 2013). Although DNA barcode remains
controversial in some aspects (Moritz & Cicero 2004, Rubinoff 2006, Krishnamurthy &
Francis 2012, Taylor & Harris 2012, Velzen et al. 2012), for fish species discrimination
this system has shown robust (Ward et al. 2005, Ribeiro et al. 2012, Pereira et al. 2013,
Torres et al. 2013), and nowadays, barcode sequences are available in Barcode of Life
Data System (BOLD) for 14.541 fish species (almost 50% of current richness of this
taxonomic group).

Tropical coastal ecosystems have more diverse fish communities than temperate

environments, but these megadiverse communities such as the Tropical Brazilian
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Province have low abundance (Batista et al. 2014), and censuses are especially
deficient for tropical systems (Mora et al. 2008). Our main goal was to use the DNA
barcode approach to assess the richness of fish in the Northeastern Brazil, Tropical

Brazilian Province.

Material and methods

Samples

Species of demersal fish were collected using series of gillnets (with sizes
ranging from 20-80 opposite internodes), known locally as caceia and highly used by
local fisheries. For catching benthonic species, bottom trawling (trynet), a tool used for
shrimp fishing and that catches fishes as by-catch, was employed (Rangely et al. 2010).
Sampling occurred from February to July 2013 along the coast of the Alagoas state,
(9°0'S, 34°59'W-10°21'S, 36°9'W between isobaths 10 to 30 m and 230 km of
extension) in Northeastern Brazil (Fig. 1). Collected individuals were taken into chilled
boxes to the Laboratério de Ecologia de Peixes e Pesca (Universidade Federal de
Alagoas). Muscle tissue of each individual was taken and kept in alcohol 92% and after,
each specimen was fixed in 20% formaldehyde, stored in 70% ethanol and incorporated
in the Colecdo Zoologica do Museu de Histéria Natural of Universidade Federal de
Alagoas (Appendix 1). All collected specimens were identified with the help of experts
taxonomists based on their morphological characteristics and specific references
(Figueiredo & Menezes 1977, 1978, 1980, Menezes & Figueiredo 1985, Cervigon 1993,

Aguero 2001, Carpenter 2002 a, b, Marceniuk 2005, Marceniuk & Menezes 2007) and
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validated their specific status with sequences from BOLD and GenBank genome

datasets using a similarity-based approach (Velzen et al. 2012).

Fig. 1 Distribution of 18 collecting points for marine fish along the coast of the Alagoas State, Northeastern Brazil,
Tropical Brazilian Province. Insert map shows Tropical Brazilian Province, included in South America. Figure:
Laboratério de Ecologia de Peixes e Pesca, Universidade Federal de Alagoas with modifications.

36'!N 35“!’V

B Reefs
Depth (m)
/25

20
15
10

n
Sao Francisco

= River

Extraction, PCR amplification and DNA sequencing

To assess intraspecific variation, up to five individuals, when possible, of each
species were included in the analysis following the DNA barcode protocol (Steinke &
Hanner 2010). Individuals were chosen among those collected based on their sampling
location (as far as possible) in an attempt to accommodate a greater genetic variability

for each species throughout the extension of the colleting points.
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Total genomic DNA was extracted using the protocol of phenol/chloroform
(Sambrook et al. 1989). A fragment of COI gene was amplified by polymerase chain
reaction (PCR) using two sets of primers: FishF1, FishR2 (Ward et al. 2005) and Fish-
BCL, Fish-BCH (Baldwin et al. 2009) and optimized protocols. For a final volume of 25 pl
of PCR, 12.5 ul of PCR Mastermix Promega, 1pl of each primer (10mM), 8 pl of
ultrapure water, 0.5 ul U of Taq polymerase and 2 ul of DNA (16-137 ng/ul) were used
following an initial denaturation of 95°C for 2 min, followed by 35 cycles of denaturation
at 94°C (30 s), annealing in 52-54°C (45 s) and extension at 72°C (1 min), and finally 10
min of final extension. For the species whose amplifications did not work, we
investigated the reason (which included, for example, low concentrations and
contamination) and several procedures were carried out as new extractions, new PCR's
(using different DNA concentrations, different amounts of Taq polymerase and primers,
different annealing temperatures), but still some samples remained without work.
Amplification was confirmed by electrophoresis in agarose gel 1% stained with ethidium
bromide and visualized under ultraviolet light in a transluminator. PCR products were
purified with isopropanol, and then, sent for unidirectional sequencing in sequencer

Genetic Analizer 3500 from ABI after PCR reaction with kit BigDye® terminator V3.1.

State of conservation of fishery resources

Data on the conservation status of each species were collected in the Red List of

the International Union for Conservation of Nature (www.iucnredlist.ogr).

Molecular analyses
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Sequences were edited and aligned with BioEdit v7.0.5.3 (Hall 1999). They were
compared to GenBank database through Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Later, they were translated into amino acids to verify the occurrence of stop codons
(which could indicate the amplification of NUMTSs) using MEGA v6.0 (Tamura et al.
2013).

Genetic distances within and between species were calculated using the
evolutionary model Kimura-2-parameters (K2P; Kimura 1980) and a Neighbour-Joining
dendrogram (NJ) with 1,000 replicates of bootstrap were ran in MEGA v6.0 (Tamura et
al. 2013). Both the K2P and NJ have received much criticism for their use in the DNA
barcode protocol (Farris et al. 1996, Srivathsan & Meier 2012). Nevertheless, we
remained with this methodology as a way to compare our results with many others
already obtained, since two-thirds of published data used K2P to calculate the genetic
distances, e.g. (Srivathsan & Meier 2012). For species with intraspecific variation greater
than the 2% we conducted a phylogenetic approach. For a Bayesian inference (Bl), the
best evolutionary model of nucleotide substitution for our data set were chosen using
Akaike Information Criteria (AIC) in jModelTest v2.1.7 (Darriba et al. 2012). The Bl was
run in MrBayes v3.2.2 (Ronquist et al. 2012) started with random topologies and the
number of generations was set to 2,500,000, whereas the topologies and parameters
were sampled every 1,000 generations. The standard deviation values, as
recommended by the authors, should have themselves less than 0.01. By observing
these values, we assumed a value of burn-in of 0.25, discarding 25% of the initial data.
A majority consensus tree was performed to generate the final topology and the branch
support was obtained through posterior probabilities. The consensus topology was seen

and edited in FigTree v1.3.1 (Rambaut 2009).
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Results

A total of 1,357 individuals of fish were collected, representing 95 species, 71
genera, 38 families and 13 orders. Among 261 selected individuals representing all
species, primers amplified the target region of DNA barcode for 209 specimens
belonging to 79 species, 64 genera, 36 families and 13 orders (Appendix 1). Fifty-two
samples representing 16 species, nine families and five orders (Appendix 1) could not
be amplified by these sets of primers. Sixty-eight species were represented by one to
four specimens, and for 11 species, five individuals were included in the analyses. All
sequences were blasted in Blastn tool and were properly authenticated, considering a
similarity of 99%. After, these sequences were aligned to those from BOLD and
GenBank. No stop codon was detected. The total average nucleotide frequency was G
(18%), C (29.9%), A (23.2%), T (28.9%).

Seventy-eight species (98.7% of the total successfully sequenced) of marine
fishes from the Northeastern Brazil were discriminated using the protocol of DNA
barcode. The average K2P distance within these species was 0.1% (min: 0%; max:
1.9%), about 255 times smaller than average of interspecific genetic distance (25.5%).
The average genetic divergence between families and orders was 27.2% and 28.3%,
respectively (Table 1). The Neighbour-Joining dendrogram (Fig. 2) showed that
individuals of the same species were nested together, with the exception of specimens

of Eucinostomus gula, which did not remain in the same cluster.
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Table 1 Genetic divergence using Kimura-2-parameters evolutionary model of 78 species of marine fish collected in

Northeastern Brazil, Tropical Brazilian Province.

Genetic Divergence K2P (%)

Taxa Comparisons Minimum Mean Maximum SE
Species 78 261 0 0.1 1.9 0.002
Genus 64 3,081 4.7 25.7 39.9 0.037
Families 36 630 18.8 27.2 39.3 0.034
Orders 13 78 21.3 28.3 38 0.035

Fig. 2 Neighbour-Joining dendrogram of 79 species of marine fish collected in Northeastern Brazil, Tropical Brazilian
Province, obtained using DNA barcode sequences and Kimura-2-parameters evolutionary model. Numbers in
parenthesis represent the number of specimens included of each species
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One species (Eucinostomus gula, Perciformes, Gerreidae) showed 13.8% of
intraspecific divergence (between individuals MUFAL 1862 and MUFAL 1863), being
recovered in two different groups (Fig. 2). Voucher specimens were re-examined and
the identification of these species was confirmed based on the following characters:
scale-less pit at posterior end of premaxillary groove, the number of lateral-line scales
and standard length of the last dorsal-fin spine (Cervigon 1993, Aguero 2001, Carpenter
2002a). A Bl including nine DNA barcode sequences of E. argenteus from S&o Paulo
(Brazil), Mexico and Florida (United States), (accession numbers: GU224807,
GU224820, GU224825, GU224831, GU224836, GU225205, GU225218, GU702519,
JQ365348) and 10 sequences of E. gula from Mexico, Florida and Netherlands Antilles
(accession numbers: JQ841891, JQ842121, JQ842468, GU224838, GU224840,
GU224844, GU225236, GU225227, GU225232, GU225601) was run using the model
TPM2uf+G, which was chosen to be the best evolutionary model by jModelTest. The
tree was rooted with Diapterus rhombeus from Sdo Paulo (accession number:
GU702341). All these sequences were downloaded from Genbank and selected
because they have vouchers specimens. The analysis recovered MUFAL 1862 clustered
with E. gula from Florida and E. argenteus from Alagoas and from Sdo Paulo. MUFAL

1863 was grouped with other specimens of E. gula from other localities (Fig. 3).
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Fig. 3 Phylogram obtained by Bayesian Inference. Two individuals of Eucinostomus argenteus, and two of E. gula
were collected in the Alagoas State and are highlighted with red circles. Black circles indicates nodes with posterior
probability greater than 0.90. Diapterus rhombeus GU702341.1Diapterus_rhombeus_SAO_PAULO is the outgroup.
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Regarding interspecific genetic distance, all species had values higher than 2%
(min: 4.7%; max: 39.9%) (Table 1). Sequences of two species (Achirus declivis,
Pleuronectiformes, Achiridae and Chirocentrodon bleekerianus, Clupeiformes,
Pristigasteridae) were available neither in BOLD nor GenBank, and thus could not be
compared with individuals from other locations. Only A. declivis had more than one
specimen (four) included in our analysis, and all specimens had identical haplotypes.

When we consider the conservation status of the species, 72 of them have not
yet been evaluated, 17 are least concern, three are near threatened, two are data

deficient and one is vulnerable. The vulnerable species, Lutjanus cyanopterus
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(Lutjanidae, Perciformes) is consider a "by-catch" species and had only one specimen
collected. Among the near threatened species are: Albula vulpes (Albulidae,
Albuliformes), which had 38 specimens collected in this study and is also a species
usually collected as a "by-catch"; Rhinobatos percellens (Rhinobatidae, Rajiformes),
species of commercial interest and only had two collected specimens; Scarus
guacamaia (Scaridae, Perciformes), is a minor commercial species with only one
specimen collected. Among the least concern species is Rhizoprionodon porosus
(Carcharhinidae, Carcharhiniformes), a commercial species known popularly as

"caribbean sharpnose shark” that had 21 specimens collected.

Discussion

The use of genetic techniques developed rapidly and molecular information have
become accessible and are useful for conservation and fisheries management issues
(FAO 1999, 2000). This research has shown that DNA barcode can identify quickly and
accurately fish species from the Tropical Brazilian Province.

A taxonomic system is robust when it identifies species accurately (Hebert et al.
2003a). Ninety-eight percent of 79 marine fish collected in Northeastern Brazil were
properly discriminated by the DNA barcode approach. It represents almost half (43.8%)
of the 123 commercial and "by-catch" marine species recorded in the Alagoas coast
(Rangely et al. 2010, Tiburtino 2011, Souza et al. 2012) and up to 20% of those that
occur in the Northeastern Brazilian coast (Haimovici & Klippel 1999). This degree of
exactness corroborates the efficiency of this technique to identify fish species and
certainly it would be useful to prevent illegal trades (Wong & Hanner 2008, Carvalho et

al. 2011b) and to trace the origin of food products (Galimberti et al. 2013). Many species
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of marine fishes can be mislabeling in the market. In fact, forensic studies detected that
the freshwater catfish surubim (Pseudoplatystoma spp.) is commonly replaced by other
species of lower commercial value (Carvalho et al. 2011b). Some fish species that occur
in Northeastern Brazil, such as Albula nemoptera and A. vulpes, Apistor lunicutis and
Notarius grandicassis, E. argenteus and E. gula and Macrodon ancylodon and
Cynoscion microlepidotus have some similarities in morphological characters and may
be misidentified. This misidentification may result in overexploitation, because species
can be substituted by morphologically similar species when commercialized as whole
fish, and in some cases (e.g. fillets) substituted by quite dissimilar species (Carvalho et
al. 2011b). A system that discriminates species unambiguously could still facilitate the
recognition of taxonomic entities that could constitute management entities (Moura
2008). In this way, DNA barcode has been the baseline information for many
conservation studies, as it serves as the framework for forensic genetics, revealing fraud
detection and commercialization of prohibited species (Wong & Hanner 2008, Carvalho
et al. 2011b, Krishnamurthy & Francis 2012, Taylor & Harrys 2012).

The average of K2P genetic distance found in marine fish from Northeastern
Brazil (0.1%) was smaller than those found in other studies (Ward et al. 2005, Hubert et
al. 2008, Steinke et al. 2009, Valdez-Moreno et al. 2009, Aquilino et al. 2011, Carvalho
et al. 2011a, Mabragafa et al. 2011, Mejia et al. 2012, Ribeiro et al. 2012, Wang et al.
2012, Pereira et al. 2013). The average value of K2P distances observed here is about
half of the smaller magnitude already observed in fishes (Pereira et al. 2013), which can
be attributed to the effects of geographical scale, whereas the collects occurred over

230 km long.
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On the other hand, average of interspecific genetic distance (25.5%) of marine
fish from Northeastern Brazil was much higher than other studies (Ward et al. 2005,
Hubert et al. 2008, Valdez-Moreno et al. 2009, Aquilino et al. 2011, Carvalho et al.
2011a, Mabragafia et al. 2011, Ribeiro et al. 2012, Wang et al. 2012). This high value of
K2P distance average observed here, may be the result of low diversity of genera (only
11 genera from 65 included had more than one species), thereby, generating high rates
of divergence between species of different genera.

One species of fish from 79 collected could not be discriminated by the DNA
barcode approach. Two juvenile individuals of Eucinostomus gula (Perciformes,
Gerreidae) included in this study had 13.8% of variation. Interespecific variation between
E. gula and the other two congeneric species was 7.1% (with E. argenteus) and 11.5%
(with E. jonesii), values even smaller than the intraespecific variation. Eucinostomus
argenteus and E. gula are co-distributed along the Western Atlantic (Froese & Pauly
2014) and E. argenteus was already considered (based on morphological data) a
species complex, with four distinct morphotypes: E. argenteus, E. gula, E. jonesii and E.
harengulus (Matheson & McEachran 1984). Taxonomy of the Gerreidae family has been
instable when considered taxonomy categories and total number of valid species
(Eschmeyer 1998, Aguero 2001). Aguero (2001) analyzed osteology and external
morphological characters from 21 species of Gerreidae, and concluded that only eight of
these were valid, including E. gula. The Bayesian analyses recovered a polytomic
pattern including E. argenteus and E. gula. Three clades were recovered: one
composed by E. gula (MUFAL 1862), a specimen of E. gula from Florida and E.
argenteus from Alagoas and S&o Paulo, one composed by E. gula (MUFAL 1863), E.

gula from Florida, Mexico and Caribbean and finally one clade was composed
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exclusively by E. argenteus from Mexico and Florida. A systematic revision of these pair
of species including a more comprehensive sample size is needed to clarify the
taxonomic status of them. DNA barcode has become increasingly used as the first step
to point candidates of species that needs taxonomic revision and phylogenetic approach
(Ward et al. 2008, Pereira et al. 2011, Pereira et al. 2013). For molecular authentication
of snappers, for example, the COI gene was shown a reliable bio-identifier, being able to
identify species that could not be identified from morphological characters. Moreover,
the interspecific differences were reliably enough to permit the identification of species
(Veneza et al. 2014). Mat Jaafar et al. (2012) also shown that the COI gene is able to
discriminate species of highly similar morphology, like Carangidae that are sometimes
misidentified. This accurate identification of species is important for fisheries
management and authentication of food (Trivedi et al. 2015).

Among 79 fish species collected, only one is vulnerable (Lutjanus cyanopterus)
and three near threatened species (Albula vulpes, Rhinobatos percellens, Scarus
guacamaia) according to the Red List of the International Union for Conservation of
Nature (www.iucnredlist.ogr); none of them has restricted distribution to the Tropical
Brazilian Province (Froese & Pauly 2014) and only Rhinobatos percellens is of
commercial interest.

Our data support the accuracy of DNA barcode in discriminating the marine fish
fauna from Northeastern Brazil. Our results help not only to increment the databases of
barcode sequences, expanding our knowledge about an poorly-known region, but also
makes available unpublished sequences for two species of marine fish. In the
monitoring of fish and illegal fishing, the DNA barcode can be very effective, so must

become an indispensable tool for discriminating between legal fisheries and food from
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fish species sold illegally. There are few studies that address fraud in processed fish
products, then it is necessary to intensify these studies to serve as a basis for forensic
genetics, assisting in the detection of fraud or marketing of prohibited species. The
correct identification of marine fish species in ecosystems such as the Tropical Brazilian
Province would certainly help in their conservation and contribute to sustainable
management of their fishery resources, being extremely important the regulation and

supervision by local fishing.
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4 CONCLUSOES

Setenta e oito espécies de peixes marinhos que ocorrem na costa alagoana

puderam ser corretamente discriminadas pelo método do DNA barcode.

Dois individuos de Eucinostomus gula do Nordeste Brasileiro apresentaram
divergéncia genética de 13.8%. Através do método de distancia e da anélise bayesiana

esta espécie revelou necessitar de uma reviséo sistematica.

Duas espécies de peixes marinhos (Achirus declivis, Pleuronectiformes,
Achiridae and Chirocentrodon bleekerianus, Clupeiformes, Pristigasteridae) que
ocorrem no Nordeste Brasileiro apresentam sequéncias de DNA barcode inéditas e

seréo disponibilizadas no BOLD.

A correta identificacdo das espécies de peixes marinhos certamente ajudara na
sua conservacao e contribuira para a gestdo sustentavel dos seus recursos pesqueiros,
sendo de extrema importancia a regulamentacao e fiscalizagéo da pesca local.
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APENDICE

Apendix 1 Species of marine fishes from Northeastern Brazil, Tropical Brazilian Province, collected between
February-July of 2013. Number of individuals of each species (N) that was sequenced; number of species that were
included in the analysis (Analyzed); sequences from GenBank (GenBank); Voucher numbers (MUFAL). *: species
with DNA barcode sequences unavailable in databases. +: species that do not amplify with primers used. S.URD:

species unavailable in the GenBank database.

pd

Orders Families Species Analyzed GenBank

(MUFAL)
Rajiformes
Rhinobatidae Rhinobatos percellens (Walbaum, 2 1971, 2 5
1792) 1972
Carcharhiniformes
Carcharhinidae Rhizoprionodon porosus (Poey, 5 1966- 5 5
1861) 1970
Albuliformes
Albulidae Albula nemoptera (Fowler, 1911)+ 4 - -
Albula vulpes (Linnaeus, 1758) 5 1684, 4 5
1873,
1912,
1913
Aulopiformes
Synodontidae Synodus foetens (Linnaeus, 1766)+ 2 - -
Synodus intermedius (Spix & 1 - -
Agassiz, 1829)+
Trachinocephalus myops (Forster, 3 1883 1 5
1801)
Beryciformes
Holocentridae Holocentrus adscensionis (Osbeck, 1 1 5
1745
1765)
Clupeiformes
Clupeidae Opisthonema oglinum (Lesueur, 5 1833, 4 5
1818) 1834,
1900,
1931
Engraulidae *Cetengraulis edentulus (Cuvier, 2 - -
1829)+
Lycengraulis grossidens (Spix & 5 1780, 5 3
Agassiz, 1829) 1835,
1894,
1903,
1906
Pristigasteridae ~ *Chirocentrodon bleekerianus (Poey, 3 1 S.URD
1867) 1807
Pellona harroweri (Fowler, 1917) 5 1659, 3 5
1929,
1939
Lophiiformes
Ogcocephalidae ~ Ogcodephalus vespertilio (Linnaeus, 3 1739, 2 5
1758) 1740

Perciformes



Acanthuridae Acanthurus bahianus Castelnau,
1855+

Carangidae Carangoides bartholomaei (Cuvier,
1833)

Caranx crysos (Mitchill, 1815)

Caranx hippos (Linnaeus, 1766)

Caranx latus Agassiz, 1831+

Chloroscombrus chrysurus
(Linnaeus, 1766)

Hemicaranx amblyrhynchus (Cuvier,
1833)

Oligoplites saurus (Bloch &
Schneider, 1801)+
Selar crumenophthalmus (Bloch,
1793)

Selene brownii (Cuvier, 1816)

Selene setapinnis (Mitchill, 1815)

Trachinotus carolinus (Linnaeus,

1766)
Echeneidae Echeneis naucrates Linnaeus, 1758
Ephippidae Chaetodipterus faber (Broussonet,
1782)
Gerreidae Diapterus rhombeus (Cuvier, 1829)

Eucinostomus gula (Quoy &
Gaimard, 1824)
Eucinostomus jonesii (Glnther,
1879)
Eucinostomus argenteus Baird &
Girard, 1855
*Eucinostomus lefroyi (Goode,
1874)+
Haemulidae Conodon nobilis (Linnaeus, 1758)

Genyatremus luteus (Bloch, 1790)

Haemulon aurolineatum Cuvier,
1830

Haemulon plumierii (Lacepéede,
1801)
Haemulon steindachneri (Jordan &
Gilbert, 1882)

1693,
1719,
1771,
1914
1695,
1821,
1882,
1899
1736,
1836,
1800,
1802

1827,
1830,
1901,
1902
1724,
1733,
1837,
1965

1761,
1843-
1845
1789,
1847,
1875,
1957

1764
1770
1683

1722

1828,
1917,
1918,
1943,
1961
1862,
1863

1803

1840,
1841

1868,
1869,
1936,
1937,
1942

1665

1714,
1715,
1749,
1750

1785

1710
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Lutjanidae

Mullidae

Polynemidae

Priacanthidae

Scaridae

Sciaenidae

Orthopristis ruber (Cuvier, 1830)

Pomadasys corvinaeformis
(Steindachner, 1868)

Lutjanus cyanopterus (Cuvier, 1828)

Lutjanus synagris (Linnaeus, 1758)

Pseudupeneus maculatus (Bloch,
1793)

Upeneus parvus Poey, 1852

Polydactylus virginicus (Linnaeus,
1758)

Priacanthus arenatus (Lacepéde,
1801)
Scarus guacamaia Cuvier, 1829+

Sparisoma radians (Valenciennes,
1840)+
Cynoscion jamaicensis (Vaillant &
Bocourt, 1883)

Cynoscion leiarchus (Cuvier, 1830)

Cynoscion microlepidotus (Cuvier,
1830)+
Cynoscion virescens (Cuvier, 1830)

Isopisthus parvipinnis (Cuvier,
1830)+

Isopisthus remifer Jordan & Gilbert,
1882

Larimus breviceps Cuvier, 1830

Macrodon ancylodon (Bloch &
Schneider, 1801)
Menticirrhus americanus (Linnaeus,
1758)

Menticirrhus litoralis (Holbrook,
1847)+
Micropogonias furnieri (Desmarest,
1823)

Paralonchurus brasiliensis
(Steindachner, 1875)
Stellifer brasiliensis (Schultz, 1945)
Stellifer rastrifer (Jordan, 1889)

Umbrina coroides Cuvier, 1830

1698-
1701
1838,
1892,
1953

1864

1678,
1829,
1858-
1860
1656,
1746,
1885
1870,
1940
1806,
1855,
1874,
1964

1776

1660,
1662,
1797-
1799
1793,
1963

1786,
1790,
1946,
1947

1926,
1927
1794,
1795,
1804,
1825,
1826

1664

1919,
1932-
1935

1852,
1853,
1915,
1916

1921

1820,
1923

1723

1796,
1866,
1867,
1960
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Scombridae

Serranidae

Sparidae

Sphyraenidae

Stromateidae
Pleuronectiformes

Achiridae

Bothidae

Cynoglossidae

Paralichthyidae

Scorpaeniformes

Dactylopteridae

Triglidae
Siluriformes

Ariidae

Scomberomorus brasiliensis
Collette, Russo & Zavala-Camin,
1978

Scomberomorus cavalla (Cuvier,
1829)

Auxis thazard thazard(Lacepéde,
1800)
Cephalopholis fulva (Linnaeus,
1758)

Diplectrum formosum (Linnaeus,
1766)

Calamus penna (Valenciennes,
1830)

Calamus pennatula Guichenot, 1868

Sphyraena guachancho Cuvier,
1829

Peprilus paru (Linnaeus, 1758)

Achirus lineatus (Linnaeus, 1758)
*Achirus declivis Chabanaud, 1940
Gymnachirus nudus Kaup, 1858

*Trinectes paulistanus (Miranda
Ribeiro, 1915)
Bothus ocellatus (Agassiz, 1831)

Symphurus diomedianus (Goode &
Bean, 1885)

Symphurus jenynsi Evermann &
Kendall, 1906+
*Symphurus kyaropterygium
Menezes & Benvegnu, 1976+

Symphurus tessellatus (Quoy &
Gaimard, 1824)

Symphurus trewavasae Chabanaud,
1948+

Etropus crossotus Jordan & Gilbert,
1882

Syacium papillosum (Linnaeus,
1758)

Dactylopterus volitans (Linnaeus,
1758)

Prionotus punctatus (Bloch, 1793)

Bagre marinus (Mitchill, 1815)

1848,
1849,
1876,
1877,
1950
1911,
1951
1682,
1878,1879

1738

1679,
1888

1712

1692,
1694
1668,
1702,
1726,
1958

1920

1685
1686

1742

1810-
1812
1680,
1681,
1708,
1758

1813

1721

1781,
1782
1703,
1705,
1784,
1831,
1832

1673,
1706,
1707,
1717

1851

1766,
1768,
1777,
1805,

S.URD

S.URD

S.URD

S.URD

S.URD
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Syngnathiformes

Fistulariidae

Tetraodontiformes
Balistidae

Monocanthidae

Ostraciidae

Tetraodontidae

Aspistor luniscutis (Valenciennes,
1840)
Notarius grandicassis (Valenciennes,
1840)

Fistularia tabacaria Linnaeus, 1758

Balistes capriscus Gmelin, 1789

Aluterus monoceros (Linnaeus,
1758)

Stephanolepis hispidus (Linnaeus,
1766)
Lactophrys trigonus (Linnaeus,
1758)
Sphoeroides dorsalis Longley, 1934

Sphoeroides spengleri (Bloch, 1785)

Sphoeroides tyleri Shipp, 1972

1824
1792,
1823
1822

1674,
1691,
1880

1884,
1886
1727,
1751,
1753,
1897

1743
1676
1744

1658

1688,
1861
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